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リ バ ー ス ジ ェ ネテ ィ ク ス の 手法を用 い る こ と に より , イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス を発現 ベ ク タ
ー と し て利用す る こ とが 可
能と な り, こ れ まで ウイ ル ス 血 球凝集素 Ole m agglutinin, H A)及 び ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ (n e u r aminidas e, N A) 遺伝子を利用 した
ベ ク タ ー 系が 開発 され て きた . しか し, 挿入 遺伝子の 許容範囲や そ の 発現 レ ベ ル は滞足 の い く もの で は な か っ た ･ 本研 究で は ,
8本あ るイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分節中最も短く, か つ 10種類ある ウ イ ル ス タ ン パ ク 質中, 比較的発現効率 の 高い 非構造タ ン
パ ク 質1(no nstr u ctu ralprotein l, NS l)遺伝子 に着目 し, こ れ を利用 して新 しい イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス
ベ ク タ ー 系を開発す
る こ と を目 的と した . イ ン フ ル エ ン ザウ イル ス W S N株を親株 と して , N Sl タン パ ク 質 の C端側52 %を欠失 した遺伝子組換え
NS l変異株 N l lO を単離 し, こ の N Sl変異遺伝子 の 下 流 に , 自己切断活性を持 つ 17 ア ミノ酸 か ら成 る2 A プロ テ ア
ー ゼ 配列を
介在配列 と して ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル アセ チ ル 基転位酵素(chlo r amphe nic ola c etyltr an Sfera s e, C A T) レ ポ
一 夕 ー 遺伝子を挿 入
し, 融 合 タ ン パ ク 質と して 発現 させ た . こ こ で 回収 さ れ た 遺伝子組 み換えウ イ ル ス は , 34 ℃ で は野 生 株 と比 べ 弱毒化 され て
おり , さ ら に 39℃で は ウイル ス の 産生 が 阻害 さ れ 温度感受性 と な っ た . マ ウ ス に 対する 病原性 に つ い て経鼻接種後2週間の 経
過観察を行 っ た と こ ろ, 少なくと も2桁以上の 50 %致死量(50 % 1ethal do se, L D50) の 上 昇が あり高度 に弱毒化 さ れ て い た ▲ タ
ン パ ク 貿 の 発現 は
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s- メ チ オ ニ ン によ る パ ル ス 標識 と 免疫沈澱, な ら び に蛍光抗体法 によ り解析 した ･ 発現 した 融合 タ ン パ ク
質のうち約20 % が速や か に 2A プロ テ ア
ー ゼ に より自己切断さ れ , 成熟型タ ン パ ク質 と な る こ と が 観察 され た･
一 方 , 導入 し
た外来遺伝子 の 安定性 は , 遺伝子組み換え ウイ ル ス を培養細胞で 5回継代 した 後, 感染細胞内の C ÅT活性 の 定量 に よ り判定 し
た . C A T活性 は継代を繰り返 して も高く, 導入 した 外来遺伝子 の 安定性 は椎持 さ れ た . な お , 導入 した外来遺伝子 の 発現 レ
ベ ル は
, N A遺伝子を利用 した ベ ク タ
ー 系 と比 べ 少なく とも10 か ら 100倍程度高か っ た ･ 以 上 , こ の イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス
ベ ク タ ー 系 は 弱毒 ワ ク チ ン や遺伝子治療 へ の 応用 の た め に , 非常 に 適 した性質を持 つ こ と が 示さ れ た ･
Eey w o rds influen z a viru S, Viru s v e cto r, Chlor a mphenic olac etyltran sfer ase(C AT), n O n Stru Ctu ral
PrOtein l(N Sl)
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は , A, B 型が8本, C 型が 7本 に分
節化 した マ イ ナ ス 鎖 の R N Aを遺伝子と し て持 つ エ ン ベ ロ
ー プ
ウ イ ル ス で あ る 1)2). 1 9 8 2年 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
A/P R/8/34株 の 全遺伝子配列が決定され
3)
, 遺伝 子組み換え を
柱とする分子 生物学的手法が導入 さ れ た . 1990年代 に 入 り , 感
染性イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 遺伝子操作技術が 開発 され
4) 6)
,
さ ら に最近で は 榎並 ら
7)8)によ り ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 用 い な い
系 (R Nas eH法)も開発され , 弱毒 ワク チ ン や ウ イ ル ス ベ ク タ
ー
と し て の 実用化研究が行 われ て い る .
遺伝子機能研究 や遺伝子治療研究の 分野 で は ウ イ ル ス ベ ク タ
ー と して, レ ト ロ ウ イ ル ス , ア デ ノ ウ イ ル ス , ア デ ノ 随伴 ウ イ
ル ス お よ び 単純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス な どが 用い ら れ て い る. しか
し, こ れ ら の ウ イル ス ベ ク タ ー には , 細胞毒性 , 低遺伝子導入
効率, 作 製方法の 煩雑性, 導入 遺伝子の 不安定性の 点 で 問題 が
ある他 そ の 抗原性 の ため 反復櫻種が困経であ る な ど の 欠点が
あ る9)10). こ れ ら の 系 に比 べ て, イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は ウ
イ ル ス ペ ク タ
ー と し て応用 した場合, 次の い く つ か の 長所 が 期
待さ れ る . まず, 遺伝子発現 が速く, また 発現 レ ベ ル が 高い た
め 高 い 免疫能を有す る こ と . 人 を含め 山 一宿 主域を有 し, 発育
鶏卵 を用 い て 安価 に大童培養が ロJ
`
能で あ る こ と . 人 に接 種 して
も細胞の 遺伝子の 中に組 み 込まれ る こ とが なく , 発癌性も な い
ため 安全で ある こ と . そ して , 抗原性 の 異な る ウイ ル ス を月巨､
る事 に よ り反復援碓が 可 能で ある こ と な どで ある .
以 上 の 点 か ら , イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス は 従来の 系 よりも優
れ た ベ ク タ ー と して 利用 でき る可 能性 がある と 考え られ , そ の
開発研究 が行わ れ て き た . そ れ ら の 殆 どの イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 系の 研 究
11卜 1 6)に お い て は , 組み 換え ウイ ル ス の
単維の 容易 さか ら, ウ イ ル ス 粒子表面タ ン パ ク質 を コ ー ドする
ウ イ ル ス 血 球凝集素(he m ag glutinin,Ii A) や ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ
(n e u ra minida se, N A) 遺伝子 が利用 さ れ て きた . しか し, こ れ
らの 系は ワ クチ ン ベ ク タ ー と して はあ る程度 の 有効性 が実証さ
れ た もの の , 導入遺伝子 の 長 さ の 許容範囲や発現 レ ベ ル は 満足
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の い く もの で は なか っ た . そ こ で 本研究 で は , 8本あ るイ ン フ
ル エ ン ザ ウイ ル ス 分節中最も短く , か つ 1 0種類ある ウイ ル ス
タ ン パ ク 質 中比較的発現効 率 の 高 い 非構 造 タ ン パ ク 質 1
(n o n str u ctu ralpr otein l, N Sl)遺伝子 に着日 し, 新 たな べ ク タ
一 系の 開発を試み た .
そ の ため に , リ バ
ー ス ジ ェ ネ テ ィ ク ス の 手 法を用 い て 榎並
ら
7)17)
に より作成 さ れ た 第8 ゲノ ム 分節 の N S l変異株 N llO を用
い る こ と と し た. こ の 変異株 は N Sl遺伝子内部に ナ ン セ ン ス 変
異 を導 入 する こ と に より, N S l タン パ ク質 の C端側の 120残基
の ア ミ ノ 酸配列を欠来 させ たもの で ある . 即ち NSl タン パ ク 質
は全体の 48 % にあた る N端側 の ア ミ ノ酸 配列 だけを持 つ . こ の
変異 は 第8分節 が コ ー ドす る もう1 つ の 遺伝子非構造 タ ン パ ク
質2(n o n stru Ctu ralpr otein 2, N S 2) の ス プ ライ シ ン グ シ グナ ル ,
お よ び コ ー ディ ン グ領域に は 影響 を与え な い の で , N S2 タン パ
ク質 の 合成 に は異常 がない . こ の N llO変異株で は, 温度 に 関
係 なく ウ イ ル ス 産生 量 は野生株 と比 べ10分の 1程度に抑制さ れ
る . 感 染細 胞内 で の ウ イ ル ス R N Aの 転 写 ･ 複 製, お よ び
mR N Aの 核 と細胞質で の 局在性 は , 野生株と 変異株の 間に 有意
な差 は な い 7)17). ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質合成 に つ い て は , 感 染初
期 タ ン パ ク 質で ある ヌ ク レ オ プ ロ テ イ ン (n u cle opr otein , N P) や
N Slの 合成 に は顕著 な阻害 は見 ら れ な い . しか し, 後期タ ン パ
ク質合成 は阻害 され , 野 生株の 10 %程度にまで低 下 し, こ れ が
ウイ ル ス 産生 量の 低 下 の 原 因の 1つ と な っ て い ると 考えら れ る .
こ の N ll O変異株 の N S l タン パ ク 質発現 シ グ ナ ル を利用 し,
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 の 開発 を行 っ た . 即ち ,
N 端側 の 約半分 に短縮 し た N S l タン パ ク 質の-1r流 に , 2A プロ
テ ア ー ゼ 配列15)を 介在配列 と して外来タ ン パ ク 質 を挿入 し, ポ
リ プ ロ テ ィ ン と して 発現さ せ た . 本実験で は外来 タ ン パ ク 貿と
し て 細 菌 の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ ナ ル 基 転位 酵素
(chlo ra mphe nic ola c etyltra n sfe r as e, C A T) 遺伝子を用い た . 発
現 さ れ た ポ リ プ ロ テ ィ ン は, 2 A プロ テ ア ー ゼ の 自 己切断活性
に よ り N S l変異 タ ン パ ク 質と C A T タン パ ク 質 に な る こ と が 期
待 さ れ る .
本研究 で は , こ の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス ベ ク タ ー 系 に つ い
て , 従 来の 糸 と の 比較 , 病 原性 , 挿 人 し た外来遺伝子 の 発現 レ
ベ ル お よ び そ の 安定性 に つ い て 検討 し た.
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材料 お よ び方法
Ⅰ. 細胞培養
使用 し た細胞 は ウ シ 腎上 皮細胞由来 (Madin- Darby bovin e
kidn ey, M D B K) 細胞であ る . 細胞 は10% 牛胎児血清 (fetal
bovin e se ru m) (Hyclo n e, Utah, US A), 5000単位/mlペ ニ シリ
ン qC N Bio m edic als, In c. , O hio, U S A), お よ び5mg/mlス ト
レ プ トマ イ シ ン (IC N Bio m edic als, In c.) を含む ダ)L/ ベ ッ コ 変
法 イ ー グ ル 培地 O)ulbe c c o m odi丘ed Eagle
'
s m ediu m, D M E M)
(日水, 東京) にて 37℃, 5 % C O2存在下 で培養 した .
県 債用ウイ ル ス お よび その 調製
1. ウイ ル ス の 調製
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス A/W S N/33株 は , M D B K細胞 に感
染多重度 (m ultiplicity of infectio n, m Oi)0.1で30分間吸着 させ
た 後 , 上 清を除去 し0.2 %牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (bovine s e ru m
al bu min , B S A) (Baye rCorpo r atio n, Ka nkake e, U S A) 添加
D M E M を加え37 ℃, 5 % C O2存在下 で 2 日間培養 し, その 培養
上宿 か ら精製 した .
2. ウイ )L/ス 粒子 リ ボヌ ク レオ プ ロ テイ ン (ribo n u cle opr otein ,
R N P)の 調製
精製 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 5m g (タ ン パ ク 量) あ たり
1mlの 破砕液 [100m M Tris- ⅢCl(pH 8.0), 1 00m M 塩 化カ リ
ウ ム , 5m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム , 1.5 % Trito n N-101, 5 %グ
リ セ リ ン , 1.5m M ジ チ オト レ イ ト ー )t/ (dithiothr eitol,
D T T), 1 0mg/m1 3-S nJ) ソ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ l) ン (3-S n-
1ys opho sphatidylcholin e)] を加え注射針 に て 懸濁 し3 1 ℃, 25
分間加温後水冷 した . 水冷 した ウ イ ル ス 破砕液の 1mlを, 段 階
的 グリ セ 1) ン密 度勾配溶液 [50m M Tris- H Cl(pH 7.8), 150m M
塩化ナ トリ ウ ム に33 %, 40 %, 50 % お よ び70 %の グリ セ リ ン
を含む溶液の そ れ ぞれ1.7ml, 0.38ml, 0.75ml お よ び1.Omlを 重
層 し て 作製].1二 に 重層 し4 ℃, 45 00 0rpm , 4時 間超遠心後,
0.3m げ つ に 分画し た . 各画分の 3ノ∠1を11 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル に てS D S-PA GE を行 い , ゲ ル を銀染色 して RN Pを 含む
両分を回収 し, 実験 に使用 したf
))
.
3. コ ア タ ン パ ク 質の 調製
R N P両分 の 0.6ml を段 階的塩 化 セ シ ウ ム 密 度勾配溶液
C C G A A T TCT T A A T ACGA CTCACT A T A AGTA G A A A C A A GGG TG
GCG C GCT C T A G ACG C C C G G G A GC A A A G C A G GGTG A C A AAG A C AT
C CA ACA A T T G T CC C T CGA GGG TGA A G G CC
G G C C C A A G T T ACG CCC C GCC C T G CCA C T
CA CC CT C G A G A A TT T T G A TT T A T T A A A GCT AG CTGG T G A T G T T-
GA A T C T A A TC CT G G T CCT A TGG AGA A A A A A A T CCTGGG
GTCAGT T GCT CAA T G T A CCT
A TG GA A A A CG GTGT A ACA AG
bovin ekidn ey; m Oi, m ultiplicity of infe ctio n;N A, n e u r a minidas e; N P, n u Cle opr otein; N Sl, n O n Stru Ctur alprotein l;
N S2, n O n Stru Cturalpr otein 2;P BS, phosphate-bu鮎 redsalin e;R N P, ribo n u cle oprotein;R TIP C R, r e V e r S etran SCribed-
P C R
50
[50m M Tris-H Cl(pH 7.6), 100m M 塩化 ナ ト1) ウム に1.5 M塩化
セ シウ ム/30 % グ リセ リ ン . 2 M塩化 セ シ ウ ム/35 % グリ セ リン ,
2.5 M塩化 セ シ ウ ム/40 % グリセ リ ン , 3 M塩 化セ シウ ム/45 %
グリ セ l) ン を含む溶液 の それ ぞ れ 0.9ml, 1.2ml, 1.7ml お よ び
0.5mlを重層 して作製] 上 に重層 し4℃, 4 500 0rpm , 25時 間超
遠心後, 0.3mlず つ に分画 した . 各画分の 6〃lを11 % ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ドゲ)t/ にて S D S-P A G Eを行 い , ゲ ル を銀染色 して ウイ
ル ス R N A ポ リメ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 (P B l, P B 2, P A) お よ び ウ
イ ル ス NPを含む画分を回収 し コ ア タ ン パ ク 質と した
9)
.
4. cD N A断片 の 調製
R Na s eH に より第8 ゲノ ム 分節 の R N P中 の ゲ ノ ム RN Aを消化
する た め に , 第8分節 ゲ ノ ム R N A に相補的な1本鎖 の cD N A断
片を使用 した . こ の cD N A断片を調製す る た め に , CD N A liL g
当たり0.05単位 の RQI I) Nas e(Pro m ega , M adiso n, U S A)を用
い て 37 ℃, 5分 間加温 に よ り部分切断 し, 精 製後, 0.5/ノ g/〃l
と なる よう に した9).
Ⅱ . 動物 感染実験
マ ウス 感染実験 は大阪薬科大学微 生物学第二講座黒 田和遣先
生 の 協力 を得て , 同講座 に て行 っ た .
Ⅳ. 培養細胞 での C A T遺伝子 の発現
1. 発現 プ ラ ス ミ ドの 構 築
図 1 A にプ ラ ス ミ ド構 築 の 概 略 を示 す . E C O T 7 N S と
ⅩB A H G A N Sプ ライ マ ー (表1)[グ ライ ナ ー ･ ジ ャ パ ン (束京)
で委託合成] を用 い て , P C R反応 で N S遺伝子 の cD N Aを増幅
した . こ の P C R産物を制限酵素J鞠αⅠ, 励 β点Ⅰで 切断 した後 , ラ
イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト (宝酒造, 京都)を用 い て 発現 ベ ク タ
ー
pu c l19(宝酒造)に挿 入 し, プ ラ ス ミ ドpT7/W S N- S を得 た ･
こ の プ ラ ス ミ ドを鋳型 と し, M F E X H O N S と ⅩB A H G AN S プ ラ
イ マ
ー (表1)[グ ラ イ ナ ー ･ ジ ャ パ ン で 委託合成] を用 い て ,
N S l変異株 N llOの 停止 コ ド ン 配列 と, その 下 流 に制限酵素部
位j 挽oIを持 つ cD N AをP C R反応で増幅 し た . こ の P C R産物を
制限酵素 仰 gI, g ∂α1 で切 断 し た 後 , 上 述 の プ ラ ス ミ ド
pT 7/W S N- S に挿入 し, こ れ を プ ラ ス ミ ドpT 7/N S(ⅩH O) と
名付けた . 次 に C A Tの cD N A をM F E C A T とX H O 2 A C A T プ ラ イ
マ ー (表1)[国際試薬(神戸)で委託合成] を用 い て P C R反応で
増幅 し た. こ の P C R産物 は2 A プロ テ ア ー ゼ 配列 と, そ の 下 流
に CA T遺伝子配列 を融合 して い る . こ れ を制 限酵素g 如Ⅰ,
朗枠Ⅰで切断 し た後, 上 述 の プラス ミ ドげr7/N SⅨH O) に挿入し
た . 最終的 に得 ら れた プ ラ ス ミ ドが , 本実験 で使用す る発現 プ
ラ ス ミ ドpT 7/N S2 A C A T であ る (図1). こ の プ ラ ス ミ ドで は,
N Sl変異株 N llOの 短縮 N S l遺伝子配列 に引き続き2 A プロ テ ア
ー ゼ 配列を介 し て C A T遺伝子配列が直列 に配置 され , そ の 下
流 に第8分節 の 嘩 Ⅰ部位 か ら3
, 末端まで と , T7 プロ モ ー タ ー
(マ イ ナ ス セ ン ス)が 連結され て い る . な お , P C R反応 はす べ て ,
94℃, 2分 の 初期変性 の後, 1行程94℃で 30秒 , 55 ℃ で 2分 ,
72℃で3分か らな る サ イ ク ル を30 サ イ クル 行 っ た .
2
. 遺伝 子組み換えイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 匝川又
M D B椚田胞を35m m プ ラス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 約1× 10
5/ml
の 膿度で , 10 % F B S添加D M E M にて 37℃, 24時間培養後, 榎
並 ら の R Na seH 法
7ト9)に より遺伝子組み換え ウイ ル ス の 回収 を
行 っ た . 即ち, ウイ ル ス 粒子RNP lO/∠1を, [ - 4 で得 た第8分
節ゲノ ム 配列に相補的な cD N A断片2iLgと5 M塩化 ナトリ ウ ム
0.6FLl(終濃度0.35M) の存在下 に 37 ℃, 5分間加温 して D N A･
R N Aハ イ ブ リ ッ ドを形成させ , R Na s eH (宝酒造)30単位を加
え37℃ , 5分間加温 して 第8分節ゲ ノ ム m Aを分解 した . さ ら
に 加えた cD N A断片を完全 に分解する た め に , ヒ ト胎盤R Na se
阻害因子(m sin)(宝酒造)50単位 の 存在 下で RQI D Na se4単位
を加え て37℃, 5分間加温 し た .
一 方 , N S/N llO-C A T キメ ラ
ゲ ノ ム m A と ウ イル ス コ ア タ ン パ ク 質 の 複 合体を以 下 の 方法
で 調製 し た . N S/N l l O- C A T遺伝子を導 入 し た プ ラ ス ミ ド
D N A IFL g, 1 M D T T O.5FLl, 各2 5m M 4種 デ オ キ シリ ボ ヌ ク
レ オチ ド三 リ ン 酸 (de o xyribo n u c re otidetripho sphate, d N T P)1
〃1, 脚 sin 25単位 , イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス コ ア タ ン パ ク質5
FLl, 及 びT 7 R N A ポリメ ラ
ー ゼ (宝酒造)100単位を50FLlの 反応
液 [40m M T ris-H Cl(pH8.0), 8m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 50m M
塩 化ナ トリ ウ ム , 2m M ス ペ ル ジ ミ ン] 中で37℃, 30分 間加温 ,
さ ら に プ ラ ス ミ ドD N Aを分解す る た め に RQI D Na se4単位を
加えて37℃, 5分 間加温 した . こ の 試験管内反応で合成 さ れ た
キ メ ラ ゲ ノ ム R N A は, 反応 液中 に存在す る ウイ ル ス コ ア タ ン
パ ク質と結合 して複合体を形成す る . こ の 複 合体を前報 将 に従
い , 上 述 の R Na s eE で第8分節 ゲ ノ ム R N Aを分解 した ウイ ル ス
R N P と共に , ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン溶 液 [0.033 % D E A E デ キ
ス ト ラ ン , 0.5 % ジメ チ ル ス ル ホキ シ ド (dim ethyls ulfoxide) お
よ び0.1mg/mlゼ ラチ ン 添加 P B S] で3 0分間前処理 した M D B K
細胞 に加え1時間静置 し た 後 , 正 常 な M D B K細胞を加え て
35m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に播 い た . 細 胞が 定着 し て か ら
0.6 %ア ガ ロ ー ス , 0.1 % B S Aを含む培地で 重層 し, 濃 度5 %
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離 し, M D B K細胞 に継代 し2 日間培養 し た.
3. C A T遺伝子導入 の 確認
組 み換え ウイ ル ス へ の CA T遺伝子導 入 の 確認 は逆転写酵素
P CR(r ev er setr an scribed-PCR, RT PCR)法に て 行 っ た . ⅣM2
で得 ら れ た培養上宿 へ は組み 換え ウイ ル ス が放出 さ れ て い る と
期待 さ れ る の で , こ の 上清 か ら R N Aを抽出 し, 反応液 [50mM
Tris-H Cl(pH 8.3), 75m m塩化 カ リ ウ ム , 3m M 塩化 マ グネ シ ウ
ム , 20m M D T r, 2m M 4種d N T P, R Nsin lO単位 , 逆転写酵素
(M olo n ey m u rin ele uke mia vir u s re v e rs etr a n s c ripta s e, Life
Te chn ologie s, In c. , Ro ckville, U S A)4 0単位, 各5FL M の C A T
プ ラ イ マ ー 1, 2(国際試紫で 委託合成, 表1)]5〃1 と混合,
42 ℃で 30分間反応 させ cD N Aを合成 さ せ た . cD N A 2/1 をP C R
反応液 [10m M Tris- H Cl(pH 8.3), 50m M 塩 化 カ リ ウ ム ,
1.5m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , Taq D N Aポ リ メ ラ ー ゼ (宝酒造)1
単位] と混合 しP C Rを行 っ た . 反応 条件は , 94℃, 2分 の 初期
変性 の 後 , 1行程94℃で 30秒, 55 ℃ で30秒, 72℃で 30秒か ら
な るサ イ ク ル を30 サ イ クル 行 っ た . P C R産物は , 2 %ア ガ ロ ー
ス ゲ ル に て電気泳動 し た.
4. マ ウ ス に対す る痛原性
マ ウ ス に対す る病原性を確認する た め , 組み 換え ウイ ル ス を
マ ウ ス に経鼻接種 し, 50 %致死 量(50 % 1ethal do s e, L D5O)お よ
び体重 の 経時的変化 を調 べ た . また , 防御 効果をみ る た め に,
L D5 0の 60倍 の 濃度 の WSN ウイ ル ス を さ ら に繹鼻接種 し体重の
経時的変化を調 べ た .
5. C A T タン パ ク 質の 発現
組み換えウ イ ル ス を M D B K細胞 に加え室温で 30分間吸着さ
せ た 後 , 上 浦を除去 し , 0.2 % B S Aを含 む D M E M に て34℃ ま
た は 39℃, 5 % C O2存 在下 で 培養 し た . 培養開始後5時間の 時
点 で 最 終 濃 度 0.4pCi/mlの
35s- メ チ オ ニ ン (Am e ric a n
Radiolabeled C he mic als, In c. , St.Lo uis, U S A) に て1時間の パ
ル ス 標識 を行 っ た . ウ イ ル ス 感染細胞 は冷却 した リ ン 酸裾衝化
食塩水 (pho sphate-buffer ed s alin e, P B S) で 1回洗浄 した 後, ラ
バ ー ポ リ ス マ ン に て 回収 し, 細胞懸濁液を4 ℃, 150 00rpm , 1
分間遠心 して 細胞を集め た . こ の 細胞を細胞溶角牢液 [0.25M
Tris-H Cl(pH 7.6)] に懸濁 して ア ス ト ラ ソ ン 超音波細胞破砕器
ⅩL2020(He atSyste m s, Fa rmingdale, U SA) に て細胞を破砕 し
4℃, 15 000rpm , 1分 間遠心 して 不溶物を除去 し た. 上 浦 の 細
胞抽出液 に抗C A T, 抗 N P, 抗 N S l, お よ び抗 N S 2抗体を加え,
水中で 30分間静置 した 後, 20/ノ1の 50 % プロ テ イ ン G セフ ァ ロ
ー ス (P har m acia , Ap ps ala, Sw ede n) を加え4℃, 30分間震捜
した . 4℃, 3 000rpm , 1分 間遠心 して 上宿 を除去 し, 沈澱 を
RIfn洗浄液[10mM Tris-H Cl(pH 8.0), 140m M 塩化ナ トリ ウ ム ,
1 % T riton X-100, 0.1 % S D S, 1m M フ ツ 化 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル
ホ ニ ル bhe nylm ethylsulfo nylnu oride), 100単位/ml ア プロ チ ニ
ン
, 2m M ア ジ 化ナ トリ ウ ム , 1% デ オ キ シ コ ー ル 酸ナ トリ ウ ム]
に て 3回洗浄 し, さ ら に P B Sに て 1回洗浄を行 っ た . 洗浄 した
沈澱 に ゲ ル 電気泳動試料液 [0.125M Tナis-H Cl(pH 6.8), 20 % グ
リ セ ロ ー ル , 2 % S D S, 2 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ,
0･1m g/mlメ ル カ プトエ タ ノ ー ル] 10〃1 を加え100℃, 3分 間加
熱 した後, 1 0- 2 0 %濃度勾配ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル AE-600
(ア ト ー , 東京) に てS D SqP A G Eを行 っ た . 泳動終了後, ゲ ル を
固定液 [4 5 % メ タノ ー ル , 10 %酢酸], 1 M サ リ チル 酸 ナ トリ
ウ ム の 順 に浸 し て それ ぞれ 3 0分 間震塗 し た . 乾燥 し た ゲ ル
は - 80℃ , 24時 間Ⅹ線 フ イ ル ム に露 光 さ せ た . 必 要 に 応 じ ,
パ ル ス 標 識後 に 34℃ と 3 9℃ で そ れ ぞ れ 1時間 の チ ェ イ ス
(cha s e) を行 っ た .
6. 導入 遺伝子の 安定性
ウ イ ル ス ゲ ノ ム に導 入 した C A T遺伝子の 安定性をみ る た め
に, 組 み換えウ イ ル ス を M D I∋E細胞内で 5回継代を繰り返 し,
得 ら れた バ ッ サ ー ジ0(PO)か ら バ ッ サ ー ジ5(P5) まで の ウ イ ル
ス を M D B E.細胞に室温 で30分間吸着 させ た後, 上 宿を除去 し,
0.2 % B S A添加D M E M にて 34℃, 5 % C O2存在¶■I;
J
で5時 間培養
し た . ウ イ ル ス 感染細胞 は冷却 した P B S にて 1回洗浄 した 後,
ラ バ ー ポ リ ス マ ン に て 回収 し4℃, 15000rpm , 1分 間遠心 し て
細胞を集め , 細胞溶解液 に懸濁 し て起首披破砕 し た . こ の 細
胞破砕液を4℃, 1 50 00rpm , 1分間遠心 して 不溶物を除去 し,
得 ら れ た細胞抽出液 をC A T反応液 [0.25 M Tris-H Cl(pH 7.6),
0.1/LCi
1 4
c M ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (N EN Re se ar Ch Produ cts,
Bo sto n, U S A), 8m M ア セ ナ ル コ エ ン ザ イ ム A(和光, 大阪)]
と混合 し3 7℃ , 2 4時間静匿後 , 酢 酸 エ チ ル と 混 合 し4 ℃ ,
150 00rpm , 1分 間遠心し て上 層の 酢酸 エ チ ル 層 を エ ツ ペ ン ド
ル フ ナ ュ ー ブ に回収 し, 凍結乾燥器(ヤ マ ト, 東京) に て30分
間凍結乾燥 し た . 乾燥後, 2 0〃lの 酢 酸 エ チ ル に 溶解 さ せ ,
T L Cプレ ー ト u.T.Bake r, In c. , Phillipsbu rg, Ge r m any) に ス
ポ ッ ト し, 展 開液 [9 5 % クロ ロ ホ ル ム , 5 %メ タ ノ ー ル] で
30分間展開 した . X線 フ イ ル ム へ の 露 光は , - 80℃で 24時間
行 っ た1 9).
7. 蛍光抗体法 によ るウ イ ル ス タ ン パ ク 質発現 の 確認
ス ライ ドグ ラ ス (C ha mbe rSlide, Nu n c, In c. , Nape rvi 11e,
U SA) 上 で培養 した M D B K細胞 に組み換え ウイ ル ス を m oi l で
3 0分間吸着 さ せ た 後, 上 浦を除去 し0.2 % B S A添加 D M E M に
て34℃, 5 % C O2存 在~~li
`
で5時間培養 し た . ス ラ イ ド グラ ス を
冷却し たPB S に て洗浄 し, ア セ ト ンで - 20℃, 20分間固定し た.
乾燥衡 1次抗体(抗C AT, 抗 N Sl, お よ び抗 N P抗体) の そ れ
ぞ れ を加え1時間静置 L, 冷却 し た P B S に て 3回洗浄 し た 後,
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シア ネ ー ト(fluo r es c einis othio cya n ate,
F 汀C) 標識抗ウ サ ギIgG抗体 を加 え 1時間静置 した . さ ら に冷
却 し た P B S に て 3[･l i先浄後, 蛍 光顕微鏡 (Axio s c ope, Ca rl
Zeis s, O be rko chen, Ger m a ny)に て細胞の 観察を行 っ た .
8. 使用抗体
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イル ス タ ン パ ク 質N P, N Sl お よ び N S2 に
対する抗体 は , 大腸菌内で党規 させ たそ れ ぞれ の タ ン パ ク 質 を
ウ サ ギ に投与 し て常法 に より免疫 し, 得 ら れ た血 清 より作製 し
た もの を侍月=/ た . 抗C A T抗体(5 Prim e → 3Prim e, In e. , We st
C he ste r, US A), FI T C に て標識 し た 抗 ウ サ ギ IgG抗 体
(Bio m edic al Techn ologies, In c. , Sto ughto n, US A) は市販の も
の を使用 し た.
成 績
Ⅰ . 遺伝子組 み換えウイ ル ス の 回収
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を用 い た新 し い ベ クタ ー 系の 開発を
目的と して , 第8分節ゲ ノ ム の N Sl遺伝子 の 下流に外来遺伝子
を組み込 む試 みを行 っ た . その ため , 本研 究 で は N 端側48 %
の ア ミ ノ酸配列か らな る 短縮 N S lの 下 流 に, 1 7 ア ミ ノ酸 か ら
なる 2Aプ ロ テ ア ー ゼを 介在配列 として外来遺伝子を接続する
こ と と し, 外来遺伝子 と して は C A T遺伝子を用い た (図1), 短
縮 N S l と C A T タン パ ク質は融合 タ ン パ ク質と して 合成さ れ る
が , 両者間 に 介在する 2A プロ テ ア ー ゼ 配列の 自己切断作用 に
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よ り, そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 に分離する こ と が 期待 さ れ る .
試験 管内 で合成 し た こ の 組 み 換え第8分節 ゲ ノ ム R N A を持 つ
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (N S 2 A C A T ウ イル ス) を作成す る た
め に , ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を用 い な い 新 しい 方法, 即 ちR Na s eR
法 に よ っ て 遺伝子組 み換え ウイ ル ス の 回収を試み た (材料お よ
び 方法 Ⅳ - 2参照). ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に より出現 した プ
ラ ー ク を 単離 し M D B K細胞 に継代培養 し た. こ の 培養 上 清 か
ら R N Aを抽出 し, R T-P C R法を行 っ た . PC R産物を , 2 %ア ガ
ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動 した と こ ろ , C A T遺伝子を導 入 さ れ
た もの に特異的 に , C A Tプ ライ マ ー に よ り士酎幅さ れ た バ ン ド
が 確認 さ れ た (図 , 省 略). バ ン ド が 検 出 さ れ た 試料 を
3 4 ℃
Fig.2. Plaqu efo r m atio n ofthe r ec o mbin antN S 2 A C A Tviru s･
Viru s w asinfe ctedto M D BK cells o n35- m m dishe s. Infe cted
c ells w ere o v e rlaidwith O.6%aga rinthe pr e se n c e of O.1% BS A,
a nd in c ubated at 34℃ o r3 9℃fo r4 days. T he c ells w e r e
stain ed with O.1%crystal vi01etin 20%m etha n ol.
α N Sl α C A T
N S2 A C A T ウ イル ス と した .
Ⅱ . 遺伝子組 み換 えウ イ ル ス の性 状
N S 2 A C A T ウ イル ス を M D B K細胞 に3 0分間吸着 さ せ 上 清 を
除 い た 後, 0.6 % ア ガロ ー ス , 0.1 % B S Aを含 む培地で重層 し,
濃 度5 % C O2の 条件 下 で 34℃ と 39℃で 4 日間培養 し, 出現 し
た プ ラ ー ク の 性状 を観察 した , N S2ACA Tウ イ ル ス は, 34 ℃ で
野 生 株 と比 べ プ ラ ー ク サ イ ズ が 小 さく な り弱毒化 され て い た .
こ の 性質 は ベ ク タ ー ウイ ル ス で あ る親株 の N llO ウ イル ス と 同
じで , 短縮 N S lタ ン パ ク 質に 帰せ ら れ る . 39 ℃ で は さ ら に弱
毒化 が強まり ウ イ ル ス の 産生 が 阻害 さ れ , 温度感受性 と な っ
た (図2). なお , 親株 の N llO ウ イル ス の 増 殖は 温度感受性で
は な い .
軋 培養細胞 で の C 〟r タン パ ク質の 発現
N S2 A C A T ウ イル ス 感染細胞を感染後5時間 か ら1時間
3 5s- メ
チ オ ニ ン で パ ル ス 標 識 し た . 細 胞抽出液を調製 し て 抗 N S l抗
体, お よ び抗 C A T抗体 で免疫沈澱を行い , 沈澱 をS D S-P A G E
で 分離 し た と こ ろ , 短 縮 N S l と C AT の 融 合 タ ン パ ク 質
(polyprotein), 2 Aプ ロ テ ア ー ゼ に よ り切断さ れ た 成熟型短縮
N Sl(△ N Sl) と C A Tタ ン パ ク 質, お よ び N P タン パ ク 質の バ ン
ドが み られ た. N P が抗 N Sl抗体 で共沈する 理 由は , N P と^ 郡
の N S l が ウ イル ス R N Pの 構成分 と な っ て い る た め で ある . バ
ン ドの 濃度 より推定 して , 発現 した融合タ ン パ ク質 の うち , 約
20 % が速や か に
一
2A プロ テ ア ー ゼ に より 自己切断 さ れ 成熟型 タ
ン パ ク 質 とな る こ とが 示 さ れ た (図3 A). C A Tタ ン パ ク 質の 発
現量 は , 融合 タ ン パ ク 質 と して は W S N株 N Sl タン パ ク 質の 10
～ 20 % であ っ た が , 成熟型 タ ン パ ク 質 と して は 1 ､ 2 %程 度で
あり, お よ そ W S N株 N A タン パ ク 質の 発現 レ ベ ル と 同等 で あ
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Fig.3. T he synthe sis, the s elLcle a v age, a ndthe stability ofthe N S2 A C A Tpolyprotein ･ (A) M DBK cells w e reinfe cted with t
he
rec ombin a nt N S 2A C A Tviru S at34 ℃, a nd labeled with [
3 5s】 m ethio nin efo rl hr at5hr po stinfection･ Thelabeled c ell lysate s w e re
pr epar ed and im m u n opre cipitated e mploying anti
- NSl(α N Sl), O r a nti- Cjrr(α C A T) antibody･ T heim m u nopre cipitate s w e r e s epar ated
o nsI)S lO- 20 %polya cryla mide gradientgelele ctr opho re si ･ N P, Vir aln u cr e opr otein; N Sl･ Viraln o n stru Ctu r alprotein l;
△ N Sl, N l O
N S lprotein;P B l, P B 2, a nd P A, Vir alpolymer aS epr Otein s･ (B) 此 e rthein c ubatio n oftheinfe ctedc ellsfbr5hr at34℃(1a n el,2･5
a nd 6)
or39 ℃Oa n e3 and 4), the cells w e relabeled with[
35s] m ethio nin efo rlhr, a nd cha s ed(1ane2a nd 4)o r n otOa n el,3･5 and 6)for further
lhr at34℃o r39℃. T helabeled cell lys ate sw e r eim m u n opr e cipitated e mployinga nti-NSl and anti
-C A T(uppe rpan el), anti-N P(middle
pan el), and a nti-N S 2Oo w er pan el) antibody a nd s eparated o nS D S lO
- 20%polya crylamide gr adie ntgelele ctr opho re si ･ I-Ja n e Slto 4,
NS 2A C H rviru S-infe cted c els;1a ne5, NllO viru S-infe cted c ells;1a n e6, W S Nviru S-infe cted c ells;N S 2, viraln o n stru ctu ralprotein 2･ For
Othe r symboIs, Se e(朗.
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っ た . → 方 , 3 9 ℃ で は34℃と比 べ て N S l や C A T タン パ ク 質の
融合型お よ び 成熟型 の 発現 に顕著 な差 は認 め ら れ な か っ たが ,
1時 間の チ ェ イ ス で , こ れ ら の タ ン パ ク 質の 分解 が み ら れ た .
また , 1時間 の チ ェ イ ス に より , 2 Aプ ロ テ ア ー ゼ の 自己切断の
促進 は認 め ら れ な か っ た . さ ら に , い ず れ の 温度 で もC A T遺
伝子 を挿入す る こ と に より N S2 タン パ ク 質の 発現が 有意に減少
して い た (図3 B).
Ⅳ■. 遺伝 子組 み換 え ウイ ル ス の マ ウ ス に対する病原性
N S2 A C A Tウ イ ル ス で は, L D50は野生 株と 比 べ て 少 なく と も
二 桁 以 上 上 昇 し て お り高度 に弱毒化 さ れ て い た . 1 05pfu の
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Fig. 4. Atte n u atio n a nd im m u n oge nicityofthe N S 2A C A Tviru S
infe ctedto mice. The mic e w e reinftcted n a sa11y with lO
5
p F U
Of W S N, the muta nt N llOa ndthe r e c o mbin a nt N S 2 A C A T
Vir u s e s, and obs e rv ed fo r2 w eeks. 仏)W S N, (B) N llO,(C)
N S2 A C A T. (D)T he mic einfe cted with the N S2 A C A Tviru s
Sho w nin(C)w e r e challe ngedwith 60L D5(,do sis of W S Nvir u s.
お よ そ 一 週 間で 殆 ど死 に 至 っ た が (図4 A, B), 一 九 同量 の
N S 2 A C A Tウイ ル ス を接種 し た マ ウ ス は 全例 生 存 し体重減少も
み ら れ な か っ た (図4C). また , あら か じめ N S 2A C A T ウイ ル ス
を接種し た こ れ ら の マ ウ ス に対 しL D50の 60倍 の 膿度 の WSN ウ
イ ル ス に よ る チ ャ レ ン ジ実験 を行 っ た と こ ろ, 死 亡する マ ウ ス
はなく完全な防御効果が み られ た (図4 D).
Ⅴ . 導入細胞内で の Cギr遺伝子 の安定性
ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 導 入 し た C A T遺伝子 の 安定性 を み る た め
に, N S2 A C A T ウ イル ス をM D B K#朋包内で 5回継代を繰り返 し,
得 ら れ た バ ッ サ ー ジ0(P O) か ら バ ッ サ ー ジ5(P 5)まで の ウ イ
ル ス を M D B K細胞 に5時間感染 させ , 細胞抽出液中 に党規 し
Pa s s age Number
0 1 2 3 4 5 N1 1 0 C A T
Fig. 5. Stability ofthe C A Tge n einthe N S 2A C A Tvir u s v e ctor
du I･ing m ultiple pa ss age s. M D B Kc ells w e reinfe cted with
in且tlen Za Vir u s r e c o mbin a nt N S 2A C A T. Afte rin c ubatio n of
the vir u s-infe cted M D B Kc ells for5hr at34 ℃,the cell lysate s
W el
-
e pr epar ed, a nd 50%ofthe m w e r e u s ed fo rthe C A Tass ay.
The pas s age nu mber(1-5)is sho w n abo v e e a ch lan e. T he
a uthe ntic C A Te n zym e was u s ed asthepo sitiv e c o ntrol(C A T).
The m uta nt N llOvil･u S-infe eted lys ate s w e r e u s ed a sthe
n egativ e c o ntr ol(N llO).
Fig･ 6･ Proteine xpr e ssio nin
.1the N S2 A C A T viruS-in鎚ctedc ells. M D B Kc ells we reinfe cted with the r e co mbin a ntN S 2A C A Tviru S(M Ol,
1)･ ¶1einfe ctedc ells w e rein cubated fo r5hr at34℃, 飯 ed, and stain ed with a nti-C A T, anda nti-N Pantibodies, Sho w nin thelefta ndthe
mid le pan els, r e SPe Ctiv ely,follo w ed byvi$ u aliz atio n u singFrr C
-C Oqjugateds e co ndarya ntibodies. Asthe n egative c o ntr ol,the c ells w er e
infe cted withthe m utantN llOviru S, a ndstain ed with anti-C A Tantibody(the rightpan el).
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た C A T活性を測定 した . P Oか らP5ま で の す べ て の ウ イ ル ス
間 の C A T活性誘導能 に は 有意差 は認め ら れ ず, 安定 に 発現 さ
れ た (囲5).
Ⅵ . 蛍光抗体法に よ る CA 一 夕 ンバ ク質の発現の確認
N S 2A C A T ウ イル ス 感染細胞中で の C A T遺伝子 の 発現を確認
す る た め , 蛍 光抗体法に より N P タン パ ク 質と C A T タン パ ク質
の 発現を比較 した , N P タン パ ク 質の 発現 は ウ イ ル ス 感 染細胞
を示すが , N P と C A T タン パ ク 質の 染色 は ほぼ 仝視野 に渡 っ て
同様の 分布を示 し た . 即 ち , ほぼ す べ て の 感 染細胞で 安定 に
C A T タン パ ク 質が 発現 し て い ると 考え られ た (図6).
考 察
N S遺伝子組 み換 えイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス N S 2 A C A Tの
C A Tタ ン パ ク 質の 発 硯 レ ベ ル は , 融合タ ン パ ク 質の 形で は イ ン
フ ル エ ン ザウイ ル ス W SN株 N S l蛋白の 10､ 20 % で, 成熟型タ
ン パ ク 質と し て は 1 ～ 2 %程 度 と推定され た . こ れ は お よ そ
WSN株 NA タン パ ク 質の 発現 レベ ル と同等であ る . 従来 の N A
遺伝子を用い た ベ ク タ ー 系の 外来遺伝子 の 発現 レ ベ ル は N A タ
ン パ ク質の 1 0分 の 1 か ら 100分 の 1 と推定 さ れ る の で 14卜 15),
N S 2 A C A Tベ ク タ ー の C A T タン パ ク質の 発現 レ ベ ル は NA遺伝
子 ベ ク タ ー に比 べ 10 か ら100倍高い と推定さ れ る . さ ら に 回収
さ れ た N S2A C A T ウイル ス は , 湿度感受性となり弱毒化す る の
で 遺伝子治療用 ベ ク タ ー と して好 都合である . N S2 A C A T ウイ
ル ス の タ ン パ ク質 合成を 35s- メ チ オ ニ ン に よ る1時間パ ル ス 標
識 で 調 べ る と , 融 合 タ ン パ ク 質, 成熟型 NS l お よ び C A T タン
パ ク 質と も34℃ と39℃で パ ル ス 直後 で は 合成量 に差 は なか っ
た . しか し1時間チ ェ イ ス した場合, N Sl タン パ ク 質 は両温度
とも に著 し い 分解を受けた . C A T タン パ ク 質は 34℃で の チ ェ
イ ス に よ る分解 は わ ずか で あ っ た が , 39 ℃ で は著 しい 分解 が み
ら れ た . 一 方 , 融合 タ ン パ ク 質の 分解 は少 なか っ た . こ の 道伝
子組み換え ウ イ ル ス が 温度感受性 と な る原因は不明で ある が ,
N S l タン パ ク 質 の 不安定 さ が そ の 一 因 で あ る と 考え ら れ る .
N S l タン パ ク 質が 不安定 で あ る理由と して は, 変 異株 N ll Oの
N Sl は安定である こ と か ら考えて短縮化そ の もの の 影響で は な
く, 16 ア ミノ 酸の 余分な配列が N Slの C端側 に存在 し て い る こ
と に よる と推測され る.
2A プロ テ ア ー ゼ の 自己切断作用 に よ り, 発現 し た 融合 タ ン
パ ク質の うち , 約20% が 速 や か に自己切断 さ れ 成熟型 タ ン パ
ク 質 と な っ て い た . 35s- メ チ オ ニ ン で 1時間 パ ル ス 標 識後 ,
34℃と39 ℃で そ れ ぞれ1時間チ ェ イ ス を行 っ た が , 自 己切断の
促進は なく , また 温度 に よる 切断効率の 差異 は な か っ た . お そ
らく ウイ ル ス タ ン パ ク質の 翻訳と連動 して , 融合 タ ン パ ク 質が
成熟型 タ ン パ ク 質 に切断さ れ て い る もの と 考え ら れ た . また ,
自己切断作用が こ の ウイ ル ス の 温度感受性の 原因で は な い と 結
論 され た.
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス N S 2遺伝子 は N Sl遺伝子 と 一 部 オ
ー バ ー ラ ッ プ して おり , ス プライ シ ン グ機構に より発現され る
が , い ずれ の 温度 でも C A T遺伝子を挿入する こ と に よ り N S 2
タ ン パ ク質の 発現 が有意 に減少 して い た . こ れ は , C A T遺伝
子を挿入す る こ と に より, ス プライ シ ン グ の 効率が低下す る た
め と推察され た . ま た , こ の 減少 の程度は 34℃ , 39 ℃ とも同
じなの で , こ の ウ イ ル ス の 温度感受性の 直接 の 原因で は な い で
あ ろう.
実 際 に遺伝子組 み換え ウイ ル ス を ワ クチ ン ベ ク タ ー と して
使用する場合, 挿 入 遺伝子 の 安定性 が 問題 と な る . 本研究 で
回収さ れ た 遺伝子組 み換え ウ イ ル ス で そ の 安 定性を確認す る
た め , 継代 を5回行 っ て C A T活性 を定量 し た が , 継 代 に よ る
活性低下 は なく , 組 み 換え遺伝子 は ウ イ ル ス 中 に 安定 に保存
さ れ て い た .




グル ー プ が 独立 に, レ ト ロ ウ イ ル ス を使用 し た ベ ク タ ー を 開発
して以 来, ウイ ル ス ベ ク タ ー が 遺伝子治療の ため の 最 も重要 な
遺伝子導 入法 とな っ て い る
9)23)24)
. 現在 臨床研究で使用 さ れ て
い る ウ イ ル ス ベ ク タ ー は , レ ト ロ ウイ ル ス , ア デ ノ ウ イ ル ス お
よ び ア デ ノ 随伴 ウ イ ル ス が あり, それ ぞ れ 以 下 の ような特徴を
有 して い る. まず , レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は, 殆 どすべ て の
種類の 細胞 に遺伝子 を導入 で き る, 導入 遺伝子 が染色体に組み
込まれ る た め長期間遺伝子発現が期待で きる , お よ び パ ッ ケ ー
ジ ン グ細胞を使用 して容易 に大量 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を作製で
き る な ど の 長所を有する . そ の-一 方で , 細胞 分裂を行 っ て い な
い 細胞 に は 遺伝子導入 が で き な い , 遺 伝子導 入 の 効率 が低い ,
お よ び染色体 に組み込ま れ る際 の 挿 入変異 と , 増殖性 ウイ ル ス
が 出現す る危険性があ る な どの 欠点が あ る
25)
. ア デ ノ ウイ ル ス
ベ ク タ ー は , 遺伝 子導入 の 効率 が高い , 非分裂細胞 にも感染が
可 能で ある な ど, レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 欠点を補うも の で
ある が , 導入 遺伝子が染色体 に組 み込まれ な い ため 反復投与 が
必要である にもか か わ ら ず, 抗 原性が 強い た め
一 般 的に は再投
与が不 可能であ る. 加 えて , 細 胞傷害性が強 い , 作 製方法が複
雑 である と い っ た 欠点をも つ
26)
.
ァ デ ノ 随伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
で は , 導入 遺伝子 が染色体に組み込まれ る, 非分裂細胞 にも感
染が 可 能 で あ る, 病原性 や細胞毒性 が な い な どの 長所をも つ .
しか し, 4.5kb以 上 の 遺伝子は導入 で き な い , ウイ ル ス ベ ク タ
ー の 大量生 産が で きな い な ど の 欠点 が ある
2 7)
.
こ れ ら の 系と 比
較す る と, 本研究 で 開発 し たイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
系 は, 遺伝子導 入 の 効率が高く, 広範 な宿主域をもち, 安価 に
大量培養 が可能 であり, ま た導 入遺伝子 は染色体 に組み込まれ
ない が , 抗 原性 の 異 な る ウイ ル ス を用 い る事 によ り反復接種が
可能で , 病 原性 や 細胞毒性も軽度 で , か つ 高い 免疫能を有 し て
おり, 従来 の 系の 欠点を カ バ ー する優 れ た ベ ク タ ー 系 と考え ら
れ る.
従来 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を利用 し た ウイ ル ス ベ ク タ ー
系
1()卜 1 5)で は
,
ウ イ ル ス 粒 子表面 タ ン パ ク 質の H A お よ び N A遺
伝子が利用 さ れ て き た . H A遺伝子を利用す る方法 は, 数 ア ミ
ノ 酸か ら なる抗原 エ ピ ト ー プを イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス H Aの
抗原活性部位 に挿 入するもの で あ るが , 抗原提示 が効率よく行
わ れ る た め ワ ク チ ン ベ ク タ
ー と し て用 い る と 高い レ ベ ル の 免疫
を得る こ とが 可能である . こ の 実 際例 と して , Li ら
1 0)は , ヒ ト
免疫不全 ウ イ ル ス 1型の 表面抗原 卯120の V3ル ー プ を形成す る
12 ア ミ ノ酸残基 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス BA タン パ ク 質 に挿
入し た . こ の 様 に して得 ら れ た キ メ ラ ウ イ ル ス は 抗 gp120ヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体で 中和 さ れ , また , こ の ウイ ル ス で 免疫 し
た マ ウ ス 血清 は gp1 20 と反応 し, ヒ ト免 疫不全 ウ イ ル ス 1型 に
対 し 中和活性を有した. 加 えて , こ の ウイ ル ス は ヒ ト免疫不全
ウイ ル ス 1型配列を特異的 に認識す る細胞傷害性 T リン パ 球
(cytoto xicT lympho cyte , C T L) 誘導活性を有 した . 他 の 実際例
と して , Mu ste rら
1 1)12)は , ヒ ト免疫不全ウ イ ル ス 1型 の 表面抗
原gp41の 保存性 の 高 い 中和 エ ピト
ー プをH A遺伝子 に挿入 した
実験を行 い , マ ウ ス 粘膜 で1年以上 に わ た りIgA抗体 の 産生が
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確認さ れ た. さ ら に同様の 手法で , 上 述 の u ら1 3)は , マ ラ リ ア
原虫由来の CD8+T細胞 エ ピ ト ー プを H A遺伝子に挿 入 した . 得
ら れ た キ メ ラ ウイ ル ス は
, C TL誘導活性を有 し, また , マ ウ ス
に 対 し抗 マ ラ リ ア 防御免疫能を誘導 した . し か し, こ れ ら の
H A遺伝子 を用 い た系 の 場合, 感 染防御 に有効 な エ ピ ト ー プが
同定 さ れ て い る こ と が 必要であり, ま た単 一 の エ ピ ト ー プを用
い る た め エ ス ケ ー プ変異体 が問題 と な る こ と があ る.
一 方 , N A遺伝子を利用す る方法 は , こ の 遺伝子を持 つ ゲ ノ
ム 分 節 に 目 的 の 外来遺伝子を直列 に挿 入 す る方法 であ る .
Pe rcyら
14)は N A遺伝子を コ ー ドする 第6 ゲノ ム 分節上 に, 本実
験 で 用 い た の と 同 じ自己切漸活性を持 つ 2 A プロ テ ア ー ゼ 配列
を 介し て , N A遺伝子 と C A T遺伝子を直列 に挿入する実験 を行
っ た . 発現 さ れ た タ ン パ ク質 は自己切断さ れ , C År活性 の 発硯
が確認 さ れ た . 同様に , Garcia-Sa streら1 5)は , ヒ ト免疫不全 ウ
イ ル ス 1型 の g p4 1遺伝子を N A遺伝子 の 上 流 に 直列 に挿 入 し,
両遺伝子間 に ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン H 鎖結合蛋白 m R N Aの 5, 非
コ ー ド 領 域 に 存在す る 内部 リ ポ ゾ ー ム 侵 入 部位 (inte r n al
riboso m ale ntry site, I RE S) を介在 させ た . た だ し, g P4 1 タン
パ ク 質 は , イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス H A タン パ ク 質の シ グナ ル
配列と 膜質通部位をそ れ ぞ れ N端, C端 に挿 入 した キ メ ラ タ ン
パ ク 質と して 発現 させ た . そ の 結 果, g p4 1蛋白 は細胞表面 に
発現 し, さ ら に ウ イ ル ス 粒子 に取り込 ま れ る事が確認 さ れ た .
だ が こ れ ら の N A遺伝子を用い た 糸で は , 長い 遺伝子を挿 入す
る と R N Aの 複 製 と転写が阻害 さ れ , 挿 入 遺伝子 に欠失を生 じ
る と い う 問題 がある . また , ⅢA お よ び N A遺伝子を用い た こ
れ ら の系 に共通 して , 挿 入遺伝子の 発現 レ ベ ル は 決 して 高い と
は 言え な い . こ れ ら と比較する と , 本研 究で 開発 し た N S遺伝
子を用い た系で の 挿 入 遺伝子の 発現 レ ベ ル は NAを用 い た系 の
少な く と も1 0倍以 上 と 高率であ っ た . 但 し, 挿入 遺伝子の 長
さ の 許容範囲に つ い て は , 今後検討が必要 と考え ら れ る が, 硯
段階 で は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 と し て は最良の も
の で あ ろう.
結 論
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス NS ゲノ ム を利用 し た ベ ク タ ー 系の
開発を行 い , 以 F
▲
の 結論を得 た.
1. 挿 入 した 外来遺伝子 の 発現 レ ベ ル は , 従来 の N A遺伝-j
'
▲
を用い た 系の 10 か ら100倍程度と推定 され た .
2
. 回収さ れ た遺伝子組み換えウ イ ル ス は 温度感受性 で , マ
ウ ス に対 し高度 に弱毒化 さ れ て い た . ま た , 充分 な免疫原性 を
有 して い た .
3. 数 回 の 継代 を 繰り返 し て も挿 入遺伝子 は安定 に発現 さ
れ た .
以 上 の 結果よ り, 今後 は弱毒 ワ クチ ン や 遺伝子治療 へ の 応用
が期待 さ れ る .
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Key w o rds influ e n z a viru s, Virus v e cto r, Chlo r a mphe nic olac etyltr a n sfe ra s e(C A T), n O n StruCtu ralpr otein l(N S l)
A bstr a ct
The study ofr e v e rs eg n etic shas a1lo wed us to use influ e n z a viru s e sfo rthe develop
m entofvirale xpre ssio n v e cto r s･ In
the pre vio usinflue n z a virus v e c t ors, the vir al H Aa nd the N Agen e s w e re m a n
lPulated to inco rporate fo re lgn ge n e Sfo l
･
expr e ssion ･ How e v er, the e xpression le v el w as n ot s atisfa cto ry, a nd the si
z eof fo re lgn ge n e S able t obein c o l
･
pO r ated w a s
limited･ In this study, W efoc u s s ed o nthe N S lge n e, Which isloc ated o nthe shorte st ofthe eightinfluen z a viru sge n o m e
segm ents andis e xpr es sed with a c ompa rativ ely highe r e汀icien cy tha nthe o the r vir alge n e s, a nd have de v elo ped a
ne w
influe nza v ec torsystem by m a n lPulatio n ofthe N Sge ne･ W efir stis olatedtheinflu e n z aW S Nviru sN S lm uta nt, N 11 0･ N l 10
e叩 re SeS aShortN S lpro tein c ontain lngthe N
-terminalllO amin o a cids･ T his m uta nt viru s allo w ed u sto intl
･
Odu c efo l･elgn
gen esint othe dow n strea m ofthe m uta nt NSl gene･ T he tr un c ated N S Ipr otein w a s c o n n e cted to the self
- Cle a v l ng 2 A
pr ote a s esequence of 1 7a mino acids, Which w a sfollo wed by the C A Tr epo rt er protein as the m o
del fo re lgn ge n e･ T he s e
pr ot eins w e rec on n ec ted in n
･
a me SO a StO be expr e s sed as apolyprotein ･ T he virus c a rryl ngthe chim e r a s egm ent8ge n o m e
R N Aen codingthe poly protein w a s resc u ed u singthe
"
R Na seH m ethod
"
de v elopedby M ･ Enamietal■(1 9 97)･ T he r e s c u ed
vir u sw as atte nu a ted at3 4℃, and in ad dito nbe c am e te mperatu re- S e n Sitive at 39℃. T he virus w a sinfe ct ed into mic e,in
which itspathogeniclty W a Shighly atte n u ated, L D50being ele v ated by tw o o
rde r s o r m o re･ In ad dito n, the infe cted mic e
e xhibited high im mun lty tO the cha11englng W S Nviru s･ T he a n a
lys ISOfthe pr otein e xpr e s sio n ofthe vir u s
-infe cted c ells
sho wedtw e nty per c e nt ofthepoly protein w asim mediately clea vedtothe m atu repr otein s･ T he C A Tge n ein the re s c u ed
viru s
re m ainedstabledu ringatleast5 passage s･ T he expres sio nle v elofthe C A Tge n e w as atle ast1 0
-1 O Otim e shigherthan thatof
pr eviou sly report ed influ enza vir u s v ect o rsu sl ngthe NA ge n e･ Itis thus e xpe ctedthat the n e winfluen z a v e cto r sy
ste mis v e ry
effic e ntinits application as a natte nu ated
- VaCCine viru s a nd als o as a viru s v ec to rfo rge n ethe rap y･
